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DNA             deoxyribonucleic acid 
 
MNPCE           polychromatic erythrocytes with micronuclei 
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MT        metallothionein 
 




第一章 緒言・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ １ 
第二章 放射線による骨髄障害に対するメタロチオネインの役割 
    第一節 目的・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ ３ 
    第二節 実験材料および実験方法・・・・・・・・・・・・ ４ 
    第三節 実験結果・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ ６ 
      １．メタロチオネイン欠損マウス及び野生型マウスの放射線に対
する感受性 
      ２．メタロチオネイン合成誘導剤の投与がメタロチオネイン欠損
マウス及び野生型マウスにおける放射線障害に与える影響 
    第四節 考察・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・１３ 
 
第三章 放射線発癌に対する防御因子としてのメタロチオンの役割 
    第一節 目的・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・１４ 
    第二節 実験材料および実験方法・・・・・・・・・・・・１５ 
    第三節 実験結果・・・・・・・・・・・・・・・・・・・１６ 
      １．放射線照射によるメタロチオネイン欠損マウス及び野生型マ
ウスおける胸腺リンパ腫の発生頻度の検討 
      ２．放射線照射がメタロチオネイン欠損マウス及び野生型マウス
の血清中および尿中８–OHdG レベルに与える影響 







    第二節 実験材料および実験方法・・・・・・・・・・・・２１ 
    第三節 実験結果・・・・・・・・・・・・・・・・・・・２２ 
      １．硫酸亜鉛投与が野生型マウスの腫瘍組織中メタロチオネイン
濃度に与える影響 
      ２．放射線の腫瘍縮小効果に対する ZnSO４前投与の影響 
    第四節 考察・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・２５ 
 
第五章 放射線照射が腫瘍組織中メタロチオネイン濃度に与える影響 
    第一節 目的・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・２６ 
    第二節 実験材料および実験方法・・・・・・・・・・・・２７ 
    第三節 実験結果・・・・・・・・・・・・・・・・・・・２８ 















水銀の毒性軽減に関わっていると考えられている（Cherian et al., 1993）。さら
にメタロチオネインは抗酸化作用を有し、酸化的ストレスによる障害に対しても
防御的に働くことがわかっている（Sato et al., 1993）。また、重金属、コルチ
コイド、抗がん剤、サイトカイン投与および各種ストレスなど様々な要因によっ
てその合成が誘導されることから、メタロチオネインはストレス応答蛋白質とし












一般組織中には I型と II 型の２つの分子種が存在し、それぞれ活性酸素消去作用
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第二節  実験材料および実験方法 
１．実験材料 
試薬：Zinc sulfate, bismuth nitrate およびその他の試薬は和光純薬より購
入した。 
放射線照射：A LINCA ML-6MA  (Mitsubishi Electric） X 線発生装置を用いた。 





 メタロチオネイン欠損マウス及び野生型マウスにそれぞれ 0.1, 0.5, 1, 3, 6  





 メタロチオネイン欠損マウス及び野生型マウスに 0.1 または 0.5 Gy の X 線 
を単回全身照射し、24 時間後に骨髄、及び末梢血を採取した。アクリジンオ 
レンジをあらかじめ塗布したスライドグラスに末梢血または骨髄細胞をのせ、 
カバーグラスで覆った。これを標本とし、波長 490 nm 付近の励起光、観察用フ 
ィルターとして 515 – 530 nm 以上の波長の光を透過するものを備えた蛍光顕微 
鏡を用いて(Hayashi et al., 1990)、骨髄中の多染性赤血球及び末梢血中の網 






小核（％）＝小核を有する多染性赤血球細胞数 ／ 多染性赤血球細胞数 × 100 





メタロチオネイン合成誘導剤として ZnSO４（100 μmol / kg）または Bi(NO3)3  





骨髄中のメタロチオネイン濃度は,MT -Ⅰ及び MT -Ⅱを特異的に認識する抗ラ
ット MT -Ⅰ抗体（ヒツジ）を用いて、放射免疫アッセイにより測定した（Tohyama 
and Shaikh, 1981)。 
 

















著に減少したが、0.1 から１ Gy の低照射量ではメタロチオネイン欠損マウスは



























































Fig. 1. Number of  Total  Leukocytes in the MT – I / II Null Mice and  Wild-type 
Mice at 24 hr after X-irradiation
The values are mean ±SD for 4 mice.   # P<0.05.




































Fig.  2.  MNPCE Appearance in the MT – I / II  Null Mice and Wild-type Mice at 
24 hr after X-irradiation
The values are mean ±SD for 4 mice. 
* Significantly different from the corresponding untreated group (P<0.05).   





























































Fig. 3. MNRET appearance in the MT – I / II null mice and 
wild-type mice at 24 hr after X-irradiation
The values are mean ±SD for 4 mice. 
* Significantly different from the corresponding untreated group (P<0.05).   



























































Table 1. MT concentrations in the bone marrow of  MT – I / II 
null  mice and wild-type mice treated with metal compounds
The values are the mean ±SD for 4 mice.
*  Significantly different from control (p < 0.05).
MT (ng / mg protein)
Treatments Wild-type mice               MT - Ⅰ / Ⅱnull mice 
Control 6.86 ± 1.34                    ＜ 0.2   
Bismuth Nitrate [Bi(NO3)3] 18.92 ± 3.53* ＜ 0.2





































The values represent the mean ± SD for 4 mice. 
* Significant difference from the corresponding control group (p < 0.05).  


























Wild-type mice MTⅠ/Ⅱnull mice










Fig. 4. Effect of  pretreatment with metal compounds on the total number of  









































Fig. 5. Effect of pretreatment with metal compounds on polychromatic erythrocytes 
with micronuclei (MNPCE)  appeared in MT-I/II null mice and wild-type mice 24 h 
after X-irradiation. 
The values represent the mean ± SD for 4 mice.
*  Significant difference from the corresponding control group (p < 0.05). 
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Fig. 6. Effect of pretreatment with metal compounds on reticulocytes with micronuclei 
(MNRET) appeared in MT-I/II null mice and wild-type mice 24 h after X-irradiation. 
The values represent the mean ± SD for 4 mice. 
* Significant difference from the corresponding control group (p < 0.05). 
























X – ray   (0.5 Gy)















ことによって放射線障害が抑制できるとの報告がある（Satoh et al., 1989; 















さまざまなストレスなどによって誘導されることから（Shiraishi et al., 1986; 
Koropatnick et al., 1989; Shibuya et al., 1995; Cai et al., 1999; Miles 


































第二節  実験材料および実験方法 
１．実験材料 
試薬：和光純薬より購入した。 
放射線照射：A LINCA ML-6MA （Mitsubishi Electric）X 線発生装置を用いた。 
メタロチオネイン Ⅰ / Ⅱ欠損マスス（Michalska and Choo,1993）： 





（Ｘ線：0.1, 0.5, 1.0, 2.0 Gy）を 1週間に 1回ずつ 6週連続全身照射して、
その 19 週後に胸腺を摘出した。胸腺リンパ腫の発生を確認するために、摘出





尿中８– OHdG レベルに与える影響 
 放射線による酸化的 DNA 損傷の指標として、血清および尿中 8-ヒドロキシデ
オキシグアノシン（8-OHdG）量を測定した。実験は、8週令の雌のメタロチオネ
イン欠損マウスおよび野生型マウスに放射線（Ｘ線：0.1, 0.5, 1.0, 2.0 Gy）
を１回全身照射し、その 24 時間後に血液並びに尿を採取して行った。尿は放射
線照射後 24 時間、代謝ケージを用いて採取した。血清及び尿中 8-OHdG の測定








腺リンパ腫の発生頻度を検討した結果を Table ２ に示した。野生型マウスでは、
1.5 Gy 及び 2 Gy の放射線照射によってそれぞれ 8 ％ 及び 27 % のマウスに
胸腺リンパ腫が発生した。一方、メタロチオネイン欠損マウスでは、同じ 1.5 Gy 


















Table 2.  Incidence of  thymic lymphomas in MT - I / II null mice 




Wild-type mice MT – I / II null mice
a): %.
* Significantly different from wild-type mice treated with the same dose 
of X-ray  (P < 0.05) as determined by χ２ test.
0 0/12   (0)a) 0/15   (0)
1.0 0/10   (0) 0/10   (0)
1.5 1/12   (8) 9/15 (60)*




























Fig. 7. 8-OHdG  Levels in the Serum of MT-I/II Null  Mice and  Wild-type 
Mice at 24 h after X-irradiation
The values are mean ±SD for 4-5 mice. 
* Significantly different from the corresponding untreated group (P < 0.05).   
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Fig. 8.  8-OHdG  levels in the Urine of MT – I / II Null  Mice and 
Wild-type  Mice at 24 h after X-irradiation
The values are mean ±SD for 4-5 mice. 
* Significantly different from the corresponding untreated group (P < 0.05).   





































（Poswillo and Cohen, 1971; Duncan and Droesti, 1975; Waalkes et al., 1989; 
Satoh et al., 1993）。また、メタロチオネイン欠損マウスは、
7,12-dimethylbenz[a]anthracene （DMBA）（Zang et al., 1998; Suzuki et al., 
2003）、N-buthyl-N-(4-hydroxybutyl)nitrosamine （Kondo et al., 1999）、lead 
（Waalkes et al., 2004）や cisplatin （Waalkes et al., 2006） による発が
んに対して極めて感受性が高いとの報告もされている。このような研究結果か
らメタロチオネインは、化学物質発がんに対する予防因子の一つと考えること






強い活性酸素除去作用を有することが知られている（Sato and Bremner, 1993; 















抵抗性を示したとの報告もあるが(Bakka et al., 1982; Renan et al., 1989)、
一方で、腫瘍組織中メタロチオネイン濃度と放射線抵抗性との間に関連性が認
















第二節  実験材料および実験方法 
１．実験材料 
試薬：和光純薬より購入した。 
放射線照射：A LINCA ML-6MA （Mitsubishi Electric）X 線発生装置を用いた。 





 メタロチオネイン濃度の測定は、水銀結合法（Kotosonis et al., 1977）の




 Meth-A 腫瘍細胞(2 × 106 cells / mouse)を８週齢の野生型マウス（CD2F1）
の背部皮下に移植した。移植後５日目から、１日１回ずつ連続２日間、メタロ
チオネイン合成誘導剤である ZnSO4 (10 – 200 μmol / kg)を皮下投与した。そ
して、最終投与の 24 時間後に腫瘍中メタロチオネイン濃度を測定した。 
 
４．放射線の腫瘍縮小効果に対する ZnSO4前投与の影響 
 Meth-A 腫瘍細胞(2 × 106 cells / mouse)を８週齢の野生型マウス(CD2F1)の
背部皮下に移植した。移植後５日目から、１日１回ずつ連続２日間、メタロチ
オネイン合成誘導である ZnSO4 (10 – 200 μmol / kg)を皮下投与した。最終投









胞中のメタロチオネイン濃度は 50 μmol / kg 以上の ZnSO４の投与によって投与
量依存的に有意に増加した。なお、腫瘍組織中メタロチオネイン濃度の上昇度
は、ZnSO４を 50 μmol / kg 投与した際にはコントロールの約 1.5 倍、200 μmol 

















Fig.  9.  The  Concentrations of  Tumor MT determined 24 hr after X-
irradiation at Various  Doses. 
The Values are the mean ±SD for 5 mice.

































ネイン濃度が増加する 50 μmol / kg 以上の ZnSO４を予め投与したマウスでは、
放射線による腫瘍縮小効果が ZnSO４の投与量依存的に有意に減少した  
（Fig. 10）。また、放射線の照射量を変動させたところ、担がんマウスの腫瘍
重量は放射線の照射量に応じて減少したが、どの放射線量においても ZnSO４（200 
















Fig. 10.  Effect of  Pretreatment with Various Doses of  Zinc Sulfate on 
the Antitumor Activity of X – irradiation in Tumor – bearing Mice.
The values are the mean ± SD for 5 mice.
















Dose of  ZnSO4 (μmol /  kg)
































Fig. 11.  Effect of Pretreatment with Zinc Sulfate on the Antitumor Activity of 
Various Doses of X – radiation in Tumor – bearing  Mice.
The values are the mean ± SD for 5 mice.





























の報告(Kelley et al., 1988; Kasahara et al., 1991)や、メタロチオネイン濃度を
上昇させた腫瘍組織がシスプラチン、アドリアマイシンおよびアルキル化剤な
ど多くの制がん剤に対して耐性を示すとの報告もなされている（Imura et al., 
















が確認されているが（Shiraishi et al., 1983; Shiraishi et al., 1986; 


















第二節  実験材料および実験方法 
１．実験材料 
放射線照射：A LINCA ML-6MA （Mitsubishi Electric）X 線発生装置を用いた。 




 Meth-A 腫瘍細胞(2 × 106 cells / mouse)を８週齢の野生型マウス(CD2F1)の
背部皮下に移植し、以下のように処理した後に腫瘍組織中メタロチオネイン濃
度を水銀結合法により測定した。 
① 移植後 10 日に X線 （1 – 20 Gy）を１回全身照射し、その 24 時間後に
腫瘍組織中メタロチオネイン濃度を測定。 
② 移植後 10 日に 20 Gy の X 線単回全身照射を行い、照射後 3 日間に渡って
腫瘍組織中メタロチオネイン濃度を測定。 
③ 移植後 6 日目から 10 日目までの 5 日間に渡って、1 日 1 回、１，２，４，













 X 線照射 24 時間後の腫瘍組織中メタロチオネイン濃度は 5 Gy 以上の照射に
よって、照射量依存的に増加し、20 Gy 照射群では、コントロールレベルの 3倍
までに達した（Fig. 12）。 
  20 Gy の X-線を単回照射した後の腫瘍組織内メタロチオネイン濃度を経時的
に測定したところ、、照射8時間後からメタロチオネイン濃度の増加が認められ、
48時間後にほぼ最高値に達し、コントロールレベルの約４倍になった(Fig. 13)。 
また、１、２、４ Gy の X 線を５日間１日１回連続して照射した場合には、4 Gy
の照射によって、有意なメタロチオネイン濃度の上昇が観察されたが、2 Gy 以
下の照射量では腫瘍中メタロチオネインの濃度に変化は認められなかった 















Fig. 12.  The Concentrations  of  Tumor  MT determined  24 h after 
X – irradiation  at Various  Doses.
The values are  mean ± SD for 5 mice.





















































Fig. 13.  The Concentrations of  Tumor MT at Various Times 
after X – irradition (20 Gy).
The values are  mean ± SD for 5 mice.




























Fig. 14.  MT Contents in the Tumor of Mice Irradiated Repeatedly 
with Various Doses of  X – rays.
The values are  mean ± SD for 5 mice.





























(Shiraishi et al., 1983; Shiraishi et al., 1986; Shiraishi et al., 1989)。
マウスでは、放射線の全身照射によって肝臓中のメタロチオネイン mRNA の転写












る（Okazaki et al., 1998）。また、メタロチオネインは様々な要因によってそ
の合成が誘導されるストレス応答蛋白質であり、コルチコイドやインドメタシ











示すとの報告もある (Imura et al., 1992; Basu et al., 1990; Satoh et al., 



















ることができない。メタロチオネインは、一般組織中には主として I型と II 型の
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